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P i tu i tary  adeny late  cyc lase -act ivat ing  po lypept ide  (PACAP)は 、1989 年 ヒ ツ
ジ 脳 の 視 床 下 部 か ら 下 垂 体 前 葉 細 胞 の ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を 活 性 化 す る 作 用 を
指 標 と し て 、単 離・同 定 さ れ た ペ プ チ ド で あ る 。PACAP は 中 枢 神 経 系・末 梢 神 経
系 さ ら に は 末 梢 臓 器 に も 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 多 様 な 細 胞 に お い
て 増 殖 や 分 化 、 細 胞 死 に 関 与 し 、 さ ら に は 内 分 泌 や 免 疫 の シ ス テ ム を 制 御 し て い
る こ と が 明 ら か と な っ て い る 。 胎 生 仔 期 ・ 新 生 仔 期 マ ウ ス 脳 に も PACAP と そ の
特 異 的 受 容 体 （ PAC1-R） の mRNA が 発 現 し て い る 事 が 報 告 さ れ て お り 、 特 に 側
脳 室 周 囲 、 海 馬 、 嗅 球 、 小 脳 な ど の 領 域 に 発 現 が 強 く 見 ら れ る 。 こ れ ら の 領 域 に
は 神 経 幹 細 胞 が 存 在 し 、 増 殖 と 分 化 を 活 発 に 行 っ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 神
経 幹 細 胞 は 、 自 己 増 殖 能 と ニ ュ ー ロ ン や ア ス ト ロ サ イ ト に 分 化 す る 多 分 化 能 を 有
す る 細 胞 で 、 近 年 そ の 存 在 が 成 体 脳 に も 発 見 さ れ 再 生 医 学 ・ 医 療 な ど に 結 び つ く
こ と か ら 、注 目 さ れ て い る 細 胞 で あ る 。PACAP は 神 経 幹 細 胞 に 何 ら か の 作 用 を 及
ぼ し て い る と 考 え ら れ る が 、 そ の 役 割 に つ い て は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い 。 そ こ
で 本 研 究 で は 、PACAP が 神 経 幹 細 胞 の 分 化 や 増 殖 に 対 し て ど の よ う な 作 用 を 持 っ
て い る の か を 明 ら か と す る こ と を 目 的 と し 、胎 生 14 .5 日 マ ウ ス 終 脳 由 来 の 培 養 神
経 幹 細 胞 を 用 い て PACAP の 神 経 幹 細 胞 に 対 す る 作 用 を in  v i t ro で 機 能 形 態 学 的
に 解 析 し た 。 さ ら に in  v ivo で も そ の 作 用 を 確 認 し た 。  
第 1 章 で は PACAP と 神 経 幹 細 胞 に 関 す る こ れ ま で の 様 々 な 研 究 結 果 を 解 説 し 、
更 に 本 研 究 の 目 的 に 到 達 す る ま で の 背 景 に つ い て 述 べ る 。  
第 2 章 で は 初 代 神 経 幹 細 胞 の 単 層 培 養 法 の 確 立 に つ い て 述 べ る 。神 経 幹 細 胞 の
培 養 法 に は 主 に 2 つ の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 1 つ は 細 胞 を 凝 集 体 の 形 で 培 養 す る
方 法 で neurosphere 法 と 呼 ば れ る 。こ の 方 法 は 神 経 幹 細 胞 を 長 時 間 維 持 す る こ と
が で き る が 、 凝 集 体 に は 幹 細 胞 以 外 の 分 化 し た 細 胞 も 多 く 含 ま れ る 。 も う １ つ が
単 層 培 養 法 で 、 こ の 方 法 は 高 純 度 の 神 経 幹 細 胞 を 得 る こ と が で き る が 、 継 代 を 繰
り 返 す と 分 化 が 進 む こ と が 知 ら れ て い る 。本 研 究 に お い て は 、PACAP の 神 経 幹 細
胞 に 対 す る 作 用 を 解 析 す る た め 、単 層 培 養 法 を 選 択 し た 。た だ し 継 代 培 養 は 1 回
の み 行 っ た 。 胎 生 14 .5 日 マ ウ ス 終 脳 の 神 経 上 皮 細 胞 を bas i c  f ibrob las t  growth  
fac tor  (bFGF)存 在 下 で 4 日 間 培 養 す る と 、 神 経 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ る nest in
に 85%以 上 の 細 胞 が 陽 性 と な っ た 。ま た 、こ の 細 胞 は 神 経 幹 細 胞 の 特 徴 で あ る 自
己 増 殖 能 と 、 ニ ュ ー ロ ン や ア ス ト ロ サ イ ト に 分 化 す る 多 分 化 能 を 有 し て い た 。 以
下 こ の 方 法 で 培 養 し た 神 経 幹 細 胞 を 本 実 験 に 用 い た 。  
第 3 章 で は PACAP を 培 養 神 経 幹 細 胞 に 加 え 、 そ の 作 用 を 増 殖 、 分 化 、 細 胞 死
抑 制 の 観 点 か ら 解 析 し た 結 果 を 述 べ る 。イ ム ノ ブ ロ ッ ト と RT-PCR に よ り 培 養 神
経 幹 細 胞 に PAC1-R が 発 現 し て い る こ と を 観 察 し た 。2  nM の PACAP 存 在 下 で 8
日 間 培 養 す る と 、神 経 幹 細 胞 は そ の 55%が g l ia l  f ibr i l lary  ac id i c  pro te in  (GFAP)
陽 性 の ア ス ト ロ サ イ ト へ と 分 化 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。こ の と き GFAP 陽 性
細 胞 は 培 養 4 日 目 く ら い か ら 増 加 し た 。ま た こ の 分 化 誘 導 作 用 は PAC1-R の ア ン
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タ ゴ ニ ス ト で あ る PACAP 6 - 3 8 に よ っ て 有 意 に 阻 害 さ れ た 。 次 に PACAP に よ る 神
経 幹 細 胞 の 増 殖 へ の 影 響 を 調 べ た 。 増 殖 細 胞 の マ ー カ ー で あ る Ki67 に 対 す る 抗
体 を 用 い て 免 疫 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、 contro l 群 と PACAP 投 与 群 で Ki67 免 疫 陽
性 細 胞 の 割 合 に 差 異 は み ら れ な か っ た 。PACAP が 神 経 幹 細 胞 の 分 化 で は な く ア ス
ト ロ サ イ ト を 特 異 的 に 増 殖 さ せ て い る こ と も 考 え ら れ た た め 、 GFAP と Ki67 の
二 重 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 GFAP お よ び Ki67 の 免 疫 陽 性 反 応 は 重 な ら な か っ た 。
こ の 結 果 か ら 、PACAP は 神 経 幹 細 胞 の 増 殖 よ り も 分 化 に 関 与 す る こ と が 考 え ら れ
る 。一 方 、 contro l 群 に 比 べ て PACAP 投 与 群 で は 細 胞 数 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。そ
こ で 細 胞 死 に 対 す る PACAP の 影 響 を し ら べ た 。 核 の 断 片 化 、 凝 集 化 を 指 標 に 死
ん だ 細 胞 数 を 計 測 す る と 、 PACAP 投 与 群 で は 培 養 4 日 目 で 細 胞 死 の 有 意 な 抑 制
が 観 察 さ れ た 。以 上 の 実 験 観 察 結 果 か ら 、PACAP は 神 経 幹 細 胞 に 対 し て 分 化 誘 導
作 用 と 細 胞 死 抑 制 作 用 の 2 つ を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。  
第 4 章 で は PACAP に よ る 分 化 誘 導 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に つ い て 述 べ る 。
RT-PCR に よ り 培 養 神 経 幹 細 胞 は PAC1-R の shor t  fo rm と l ong  fo rm の 両 方 の サ
ブ タ イ プ を 発 現 し て い た 。 こ の こ と か ら 、 神 経 幹 細 胞 に 対 す る PACAP の シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 は 少 な く と も 2 つ あ る と 考 え ら れ る 。 1 つ は shor t  f o rm の PAC1-R
に 結 合 し た Gs タ ン パ ク 質 が adeny late  cyc lase  (AC)の 活 性 化 を 行 い 、 次 い で
cAMP 産 生 、 prote in  k inase  A (PKA)  の 活 性 化 が 起 き る Gs 経 路 で あ る 。 も う 1
つ は l ong  fo rm の PAC1-R に 結 合 し た Gq タ ン パ ク 質 が phospho lypase  C  (PLC)
の 活 性 化 を 行 い 、phosphat idy l inos i to l  (4 ,5 ) -b i sphosphate  (PIP 2 )か ら の inos i to l  
1 ,4 ,5 - t r iphosphate ( IP3)と diacy lg lycero l  (DG)の 産 生 、 Ca 2 +の 動 員 、 prote in  
k inase  C  (PKC)  の 活 性 化 が 起 き る Gq 経 路 で あ る 。そ こ で こ の 2 つ の 経 路 の ど ち
ら が 神 経 幹 細 胞 の 分 化 誘 導 に 関 与 し て い る か を 解 析 し た 。 cAMP の 細 胞 膜 透 過 性
ア ナ ロ グ で あ る dibutyry l  cAMP と 8Br-cAMP は と も に ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化
を 誘 導 し な か っ た 。 ま た PKA の 阻 害 剤 で あ る Rp-cAMP は PACAP に よ る 分 化 誘
導 を 抑 制 し な か っ た 。こ れ ら の 結 果 か ら 、Gs 経 路 は 神 経 幹 細 胞 の 分 化 誘 導 に 関 与
し な い と 考 え ら れ る 。     
一 方 、 PKC 特 異 的 阻 害 剤 で あ る che lerythr ine が PACAP に よ る 分 化 を 抑 制 す
る こ と が 認 め ら れ 、 ま た リ ン 脂 質 依 存 PKC 活 性 化 剤 で あ る PMA は PACAP と 同
程 度 の 分 化 誘 導 を 引 き 起 こ す こ と が 分 か っ た 。さ ら に 細 胞 内 Ca 2 +キ レ ー タ ー で あ
る BAPTA-AM や PLC の 阻 害 剤 で あ る U73122 が 神 経 幹 細 胞 の 分 化 を 抑 制 す る こ
と が 観 察 さ れ た 。以 上 の 実 験 観 察 結 果 か ら 、PACAP は Gq 経 路 を 介 し て 神 経 幹 細
胞 か ら ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 を 誘 導 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に
PKC fami ly の 中 で 、 リ ン 脂 質 、 Ca 2 +依 存 性 PKC ( cPKC)  分 子 の 細 胞 分 化 へ の 関
与 が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 神 経 幹 細 胞 か ら ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 誘 導 時 の cPKC
の 役 割 に つ い て し ら べ た 。 cPKC に は 3 つ の サ ブ タ イ プ (α ,  β ,  γ )が 存 在 す る が 、
PKC γは 神 経 幹 細 胞 に は mRNA、タ ン パ ク 質 と も に 検 出 で き な か っ た 。一 方 PKCα
 
Ｎｏ.3  
  
の タ ン パ ク 質 発 現 が 分 化 誘 導 と 並 行 し て 上 昇 す る こ と 、 PKCβの タ ン パ ク 質 発 現
が 細 胞 の 形 態 変 化 に 先 立 っ て 一 過 性 に 上 昇 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 そ こ で ア デ ノ
ウ イ ル ス を 用 い て PKCαと PKCβの 強 制 発 現 系 を 構 築 し 、 ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分
化 誘 導 に 対 す る 影 響 を し ら べ た 。 予 想 に 反 し て PKCαと PKCβの 強 制 発 現 は そ れ
だ け で は 細 胞 分 化 を 誘 導 し な か っ た 。 し か し PKCαと PKCβが 強 制 発 現 さ れ た 細
胞 は 、 よ り 低 濃 度 の PACAP で 分 化 誘 導 を 引 き 起 こ す こ と が 明 ら か と な っ た 。 そ
の 効 果 は PKCβを 強 制 発 現 し た と き の ほ う が よ り 顕 著 で あ っ た 。 こ の 結 果 か ら 、
ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 誘 導 過 程 に お い て PKCαと PKCβの タ ン パ ク 質 発 現 の 増
加 だ け で は な く 、 そ の 活 性 化 が 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に PKCβの 不 活 性
化 体 を 強 制 発 現 さ せ る と 、神 経 幹 細 胞 か ら ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 が 抑 制 さ れ た 。
以 上 の 研 究 結 果 よ り 、 cPKC の 活 性 化 が 神 経 幹 細 胞 か ら ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化
誘 導 に 重 要 で あ り 、特 に PKCβが 大 き な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 
第 5 章 で は in  v ivo で の PACAP に よ る ア ス ト ロ サ イ ト の 分 化 誘 導 の 可 能 性 に
つ い て 述 べ る 。ま ず マ ウ ス の 胎 仔 期 、新 生 仔 期 の 神 経 発 生 に お け る PAC1-R の 分
布 ・ 局 在 を 免 疫 組 織 化 学 的 に し ら べ た 。 PAC1-R の 免 疫 陽 性 反 応 は 神 経 幹 細 胞 の
マ ー カ ー で あ る nest in、 ラ ジ ア ル グ リ ア の マ ー カ ー で あ る viment in の 免 疫 陽 性
反 応 と 重 な っ た 。GFAP 陽 性 細 胞 は 胎 生 16 日 か ら 側 脳 室 周 囲 に 出 現 し 、胎 生 期 か
ら 生 後 に か け て 側 脳 室 周 囲 と 海 馬 周 辺 に 強 い 免 疫 陽 性 反 応 が 観 察 さ れ た 。
PAC1-R が 神 経 幹 細 胞 お よ び ラ ジ ア ル グ リ ア に 発 現 し 、 そ の 領 域 か ら GFAP 陽 性
の ア ス ト ロ サ イ ト が 出 現 す る こ と か ら 、 PACAP が 神 経 幹 細 胞 に 作 用 し て ラ ジ ア
ル グ リ ア や ア ス ト ロ サ イ ト へ と 分 化 誘 導 さ せ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 そ こ で 胎 生
13 .5 日 の マ ウ ス 胎 仔 の 脳 室 に 高 濃 度 (100  pmol )の PACAP を 注 入 し 、 1 日 後 に そ
の 終 脳 を 摘 出 し 、培 養 皿 に 細 胞 を 播 き 1 時 間 後 に 細 胞 を 固 定 し て 免 疫 染 色 に よ る
細 胞 同 定 を 行 っ た 。神 経 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ る nest in 陽 性 細 胞 の 比 率 の 減 少 と 、
ラ ジ ア ル グ リ ア の マ ー カ ー で あ る GLAST 陽 性 細 胞 の 比 率 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。
以 上 の 実 験 観 察 結 果 か ら 、PACAP は in  v ivo に お い て 神 経 幹 細 胞 か ら ラ ジ ア ル グ
リ ア を 介 し て ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 誘 導 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  
第 6 章 で は 本 研 究 に よ り 得 ら れ た 結 論 、並 び に 今 後 の 展 望 に つ い て 述 べ る 。本
研 究 に よ り 、1)PACAP が 神 経 幹 細 胞 か ら ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 誘 導 を 促 進 す る
こ と 、 2)そ の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が PLC,  Ca 2 + ,  PKC を 介 す る Gq 経 路 で あ る こ と 、
3)PKC の サ ブ タ イ プ の う ち PKCβが 分 化 誘 導 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と 、
4) in  v ivo に お い て も 、胎 生 期 の PACAP は 神 経 幹 細 胞 か ら ラ ジ ア ル グ リ ア を 介 し
た ア ス ト ロ サ イ ト へ の 分 化 誘 導 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 明 ら か に な っ た 。  
今 後 の 研 究 展 開 と し て は 、 PACAP KO マ ウ ス 、 PAC1-R KO マ ウ ス を 用 い た 機
能 形 態 学 的 解 析 が 課 題 と し て あ げ ら れ る 。 今 後 、 PACAP に よ る 神 経 幹 細 胞 か ら
種 々 の 細 胞 種 へ の 分 化 誘 導 機 構 を 解 析 す る と と も に 、 細 胞 内 情 報 伝 達 機 構 を 含 め
た 作 用 機 序 の 解 明 に 向 け た 研 究 を 進 め て い く 予 定 で あ る 。  
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